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Resum   
Fagopyrum esculentum Moench és una planta que té molt d’interès per al consum humà en 
diferents àmbits (culinari, medicinal, paisatgístic...). Aquest treball té com a objectiu avaluar 
l’efecte de la composició dels medis de cultiu in vitro en la multiplicació i arrelament d’aquesta 
espècie i determinar el seu contingut en compostos polifenòlics. Es realitzen assajos de 
germinació (in vitro i ex vitro) per tal de seleccionar la varietat comercial amb la que es faran 
els assajos de multiplicació i arrelament in vitro. Aquests assajos de desenvolupament in vitro 
es fan amb la varietat de flor blanca. En l’assaig de multiplicació s’usa com a medi base el medi  
MS (Murashige i Skoog, 1962) amb diferents concentracions de bencilaminopuria (BAP) (0, 5, 
10 i 20 µM).  En l’assaig d’arrelament es cultiven els microbrots obtinguts en l’assaig de 
multiplicació (identificant l’origen) en un medi formulat amb el mateix medi base que el 
utilitzat durant la fase de multiplicació però amb les solucions de macronutrientes  MS diluïdes 
a la meitat addicionat amb àcid indolbutíric (IBA) (0, 5 µM). Es determina el contingut de 
polifenols del material vegetal desenvolupat en la fase de multiplicació i en la fase 
d’arrelament. En general, la concentració de 20 µM de BAP afavoreix la formació de fulles 
totals, la taxa de multiplicació total i l’aparició de calls però en canvi provoca microbrots més 
petits i fulles anòmales. En tots els tractaments d’arrelament s’han obtingut microbrots 
arrelats, però els percentatges d’arrelament han estat baixos. S’ha pogut observar que 5 µM 
d’IBA genera arrels més gruixudes que les formades pels microbrots desenvolupats en el medi 
control. Es detecta presència de rutina i quercetina en la majoria de mostres analitzades, llevat 
dels microbrots obtinguts amb 20 µM de BAP, en els que tant sols s’ha quantificat rutina.  
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Resumen 
Fagopyrum esculenum Moench es una planta que tiene mucho interés para el consumo 
humano en diferentes ámbitos (culinario, medicinal, paisajístico…). Este trabajo tiene como 
evaluar el efecto de la composición de los medios de cultivo  in vitro en la multiplicación y 
arraigamiento de esta especie y determinar su contenido en compuestos polifenólicos. Se 
realizan ensayos de germinación (in vitro y ex vitro) con tal de seleccionar la variedad 
comercial y las condiciones con la que se harán los ensayos de multiplicación y 
arraigamiento in vitro. Estos ensayos de desarrollo in vitro se realizan con la variedad de flor 
blanca. En el ensayo de multiplicación se usa como medio base MS (Murashinge y Skoog, 
1962) con diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP) (0, 5, 10 y 20 µM). En el 
ensayo de arraigamiento se cultivan los microbrotes obtenidos en el ensayo de 
multiplicación (identificando el origen) en un medio formulado con el mismo medio base 
que el usado durante la fase de multiplicación pero con las soluciones de macronutrientes 
MS diluidas a la mitad adicionado con ácido indolbutírico (IBA) (0 y 5 µM). Se determina el 
contenido en polifenoles del material vegetal desarrollado en la fase de multiplicación y en 
la fase de arraigamiento. En general, la concentración de 20 µM de BAP favorece la 
formación de hojas totales, la tasa de multiplicación total y la aparición de callos pero en 
cambio provoca microbrotes más pequeños  y hojas anómalas. En todos los tratamientos 
de arraigamiento se han obtenido microbrotes arraigados, pero los porcentajes de 
arraigamiento han sido bajos. Se ha podido observar que 5 µM de IBA genera raíces más 
gordas que las formadas por los microbrotes desarrollados en el medio control. Se detecta 
presencia de rutina y quercetina en la mayoría de las muestras analizadas, salvo los 
microbrotes obtenidos con 20 µM de BAP, en los que solo se ha cuantificado rutina.
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Abstract 
Fagopyrum esculentum Moench is an interesting plant for its potential as food ingredient, 
medical attributes or even a landscape interest. This bachelor thesis aims to evaluate the 
effect of in vitro culture media on the micropropagation of buckwheat, as well as to determine 
its content in polyphenolic compounds. Two cultivars of buckwheat were acquired (white and 
red flowers cultivars). In vitro and ex vitro germination trials were performed to determine 
favourable germination conditions. The in vitro basal culture medium used for germination 
was Murashinge and Skoog (1962) without growth regulators. The effect of four 
benzylaminopurine (BAP) concentrations was tested in the multiplication phase (0, 5, 10 and 
20 µM). Later, shoots were placed on rooting medium (1/2 MS) supplemented with 0 and 5 
µM butyric indole acid (IBA).  The effect of BAP concentration, used during multiplication 
phase, was evaluated in the rooting phase. The determination of the polyphenols content was 
carried out with the shoots obtained during the multiplication and rooting tests. In general, the 
concentration of 20 μM of BAP stimulates the total number of leaves formed, total 
proliferation rate and callus formation. Therefore it causes smaller shoots and anomalous 
leaves. In all the rooting treatments roots were produced, but the percentages of rooting were 
low. It has been observed that 5 μM of IBA generates thicker roots than those formed by 
shoots developed in the control environment. The presence of routine and quercetin in most 
samples analyzed is detected, except for shoots obtained with 20 μM BAP, in which only 
routine has been quantified. 
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Figura 1: Fruit de fajol, del cultivar blanc. 
1. Introducció  
 
El fajol (Fagopyrum esculentum), alforfón o trigo sarraceno en castellà i buckwheat en 
anglès, és una planta dicotiledònia de la família de les poligonàcies que pertany al gènere 
de Fagopyrum. Aquesta planta sovint se la tracta com un cereal, tot i no ser una gramínia, 
ja que té una semblança excepcional en l’ús del seu gra. 
 
En aquest estudi  tractarem dues varietats del Fagopyrum esculentum Moench, que 
pertanyen a la classificació de la subespècie del fajol comú, blat negre. Aquesta  espècie és 
la més cultivada i coneguda, té una ràpida germinació i presenta una floració més 
progressiva que els cereals. És una espècie força exigent en quant al sòl, clima i cultiu, i el 
seu rendiment varia molt segons les condicions i varietat.  
 
1.1  Característiques de l’espècie Fagopyrum esculentum Moench  
 
És una planta  herbàcia anual, que mesura entre 0,6 i 1,3 m d’alçada, de tija cilíndrica i força 
ramificada, fulles en forma de cor, acabades en punta i flors blanques petites o d’un color 
vermellós segons la varietat, agrupades formant un 
raïm que resulta molt vistós. Les flors no tenen 
pètals, però el calze està format per 5 sèpals. 
(Campbell i Clayton G. 1997. ) 
 
Té una arrel pivotant poc desenvolupada, de la 
qual acostumen a sortir arrels secundàries.  
 
El fruit és una cariòpside de forma més o menys 
polièdrica, de cares triangulars, llises o 
lleugerament rugoses, i amb les cantonades molt 
sortides. Aquests fruits maduren de forma gradual, 
això fa que la seva recol·lecció no sigui gens fàcil 
(Figura 1). 
 
Hi ha tres espècies diferents de fajol, fajol comú (que es divideix en dues subespècies el 
fajol o blat negre i el fajol de gra gros), fajol tartarià (on trobem el fajol moro i el fajol seglà) 
i per últim el fajol del Nepal.  
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1.2 Origen 
 
El fajol comú, Fagopyrum esculentum Moench, és un cultiu originari d’Àsia, i dels més 
antics, fet servir com aliment bàsic tant pel consum humà com pel consum del bestiar. 
Segons alguns autors el seu cultiu originari prové de la Xina (De Jong, 1972), en canvi 
d’altres com Roxbrug citen el seu origen a la Índia, és a dir , que la seva procedència és un 
tant incerta. Actualment però, es cultiva àmpliament a Àsia, Rússia, Estat Units, Canadà i 
Europa de l’Est. Xina, la Federació de Rússia, Ucraïna i Kazakhstan són els principals 
productors de fajol comú (Campbell, 1995). 
 
Es coneix que almenys a la segona meitat del segle XVI, el fajol ja estava estès a gran part 
d’Europa, ja que trobem notícies del seu ús com aliment per a les classes més pobres, i 
també apareix en les primeres obres, que existien en aquella època, de “cria del bestiar” 
com a aliment per aquests.  
 
1.3 Interès i propietats 
  
El fajol té molt d’interès per al consum humà en diferents àmbits, des d’un interès culinari, 
a un medicinal, o inclús paisatgístic.  Les llavors del fajol son molt riques en proteïnes d’alta 
qualitat, ja que contenen diversos aminoàcids essencials, amb un contingut de lisina 
superior al 5%, escassa en la majoria dels cereals. L’ús del fajol en la dieta humana es molt 
recomanable degut a la elevada qualitat de la seva proteïna altament digestible i al seu bon 
contingut en minerals (Edwardson, 1966, Zang et al. 2012, Giménez-Bastida i Zielinski, 
2015; Brunori et al.,2016)  
 
Una de les virtuts del fajol és el seu contingut en rutina (vitamina P) i d’altres polifenols, és 
important per a la circulació de la sang ja que enforteix els vasos sanguinis i evita la 
coagulació de la sang (Fabjan et al., 2003; Kreft et al., 2006; Vojtísková et al, 2012). El 
contingut en rutina però, està relacionat amb la varietat de fajol, la seva localització i en 
menor mida amb l’època de sembra (Ohsawa i Tsutsumi, 1995; Brunori i Végvéri, 2007). Cal 
mencionar que el fajol s’usa com un cereal però amb la diferència que al no ser una 
gramínia, sinó una poligonàcia, no té gluten i per tant és totalment apte per a celíacs.  
 
És un producte molt nutritiu fet que fa que es valori com un aliment dietètic i nutricional. 
Amb les llavors es fa farina que desprès té diverses aplicacions, com per exemple fer pa o 
productes de pastisseria, així com farinetes o pasta. També s’usen les fulles com a herba 
medicinal i la mel de fajol té moltes qualitats ( Bowen i Cubin, 1993). 
 
Històricament el fajol s’ha utilitzat com a aliment per al bestiar, normalment barrejat amb 
altres blats, ja que un consum excessiu o massa freqüent d’aquest pot provocar erupcions 
cutànies o inclús alteracions digestives (Campbell,  1997). 
 
Com hem mencionat anteriorment, el seu ús paisatgístic també és força important ja que 
visualment té una floració molt maca. El residu del fajol després es pot incorporar al sòl i 
desprèn molt nutrients que serviran per als cultius posteriors. Afegint que té el potencial de 
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suprimir patògens d’arrel d’espècies dels gèneres Thielaviopsis i Rhizoctonia (Magdoff i Van 
Es, 2009). 
1.4  Cultiu tradicional del fajol 
 
El fajol té una ràpida germinació però molt esglaonada i és un cultiu que suporta molt bé les 
sequeres ja que té resistència al dèficit hídric (Tomic 1978). En canvi, és més exigent en 
quant a temperatura, ja que a temperatures menors de 10  ͦC atura el seu creixement i a 
majors temperatures a partir de 20  ͦC, la taxa de creixement és manté constant (Angus et 
al., 1982). 
 
Les principals feines a tenir en compte alhora de cultivar blat negre són: 
 
 La preparació del camp, s’acostuma a fer un parell de llaurats, un a principis d’hivern 
i un altre tot just abans de fer la sembra.  
 
 La sembra, aquí a Catalunya s’acostuma a fer la segona quinzena de Maig on tenim 
unes temperatures més adequades per aquesta espècie. Es recomana no enterrar la 
llavor a molta profunditat entre 3 i 5 centímetres són suficients, ja que la falta 
d’aeració perjudica a la germinació, i pot provocar la mort per asfixia radicular. 
 
 La fertilització, les necessitats de nitrogen no són gaire elevades, és més una 
quantitat excessiva pot ocasionar problemes en la floració i fecundació. En canvi 
l’aportació de fòsfor i potassi és desitjable ja que es creu que augmenta el rendiment 
del blat negre. Però en general, les aplicacions de fertilitzants augmenten 
significativament el rendiment de la llavor en sòls amb poca fertilitat (Marshall, 
1969).  
 
 La recol·lecció, és difícil preveure quin serà el moment adequat, tenint en compte 
que la fructificació del fajol no és simultània, sinó que és successiva. Habitualment és 
considera oportú procedir a la recol·lecció quan en el 75% de les plantes s’ha produït 
la maduració del gra, a unes hores del matí on la humitat relativa és alta, i així evitar 
el desgranament que pot arribar a un 22 % (Campbell i Gubbels, 1978).   
Un cop feta l’última etapa, la recol·lecció, es procedeix a la dessecació, seguidament es 
neteja d’impureses amb una màquina de ventar i finalment el gra és emmagatzemat en 
sacs i es guarda en una instal·lació coberta però ben ventilada. 
 
1.5  Micropropagació del fajol 
 
Moltes referències bibliogràfiques sobre el cultiu in vitro de fajol es basen en la seva millora 
genètica i/o en la regeneració de plàntules, a partir de diferents teixits vegetals o a partir de 
cultiu cel·lular. 
La majoria de la bibliografia cita dos tipus de tècniques per a regenerar fajol in vitro: 
organogènesi indirecta (via cal·lus) o embriogènesi somàtica.  
La primera diferenciació cultivant cal·lus va ser induïda per Yamane (1974). En aquest cas el 
medi bàsic fou el White (1963) suplementat amb 2,4-diclofenoxiacètic (2,4-D) i la 
regeneració espontània de microbrots s’obtingué 
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trasplantant els cal·lus a medi RM-1964 (Lismanier i Skoog, 1965) addicionat amb llet de 
coco. No obstant, cal esmentar que el temps de cultiu per obtenir tan sols 5 microbrots via 
organogènesi va ser superior a 2 anys.  El poc èxit d’aquest assaig radica, possiblement, en 
la utilització tan sols de 2,4-D. 
Un protocol clàssic de regeneració de planta sencera de fajol a partir de fragments de 
cotiledó va ser descrit per Srejovic i Neskovic (1981). En aquest cas el medi mineral bàsic va 
ser B5 (Gamborg et al., 1968). La formació de cal·lus a partir dels cotiledons s’aconseguien  
amb una elevada concentració de 2,4-D (5 mg/L) i una baixa concentració de kinetina (0,1 
mg/L). Posteriorment, la regeneració de microbrots s’assolí amb un medi que contenia 10-
5M de BAP (bencilaminopurina) i 10-6 M de IAA (àcid indol acètic). Finalment la formació 
radicular s’aconseguia amb un medi que contenia IBA (àcid indol butíric) (1 mg/L). 
Posteriorment altres autors també han obtingut regeneració via ca·lus de diferents espècies 
(fagopyrum esculentum Moench i fagopyrum tataricum) a partir de fragments de cotiledó o 
de hipocòtil (Takahata i Jumonji, 1985; Miljus,Djukic et al., 1992; Rajbhandari et al., 1995; 
Luthar, 1996; Hao et al., 1998; Woo et al., 2000; Park i Park, 2001; Jin et al., 2002; Klcova i 
Gubisová, 2008) o pol·len (Adhikari i Campbell, 1989), arrels (Tůmová et al., 2007), 
inflorescències immadures (Takahata, 1988) o rescat d’embrions (Niroula et al., 2006).   
El grup de Neskovic (Neskovic et al., 1987) aconseguiren obtenir embrions somàtics a partir 
dels quals obtingueren plàntules, sempre i quan, els brots i les arrels fossin induïts.   
Altres autors han intentat regenerar (Hollander-Czytko i Amrhein, 1983) o han regenerat 
fajol comú a partir d’aïllament de protoplast (Adachi et al., 1989), també amb Fagopyrum 
tataricum (Lachmann i Adachi, 1990) o bé mitjançant fusió de protoplast (Lachmann et al., 
1994). Aquestes tècniques foren utilitzades, en aquest casos, lligades a programes de 
millora genètica.   
Alguns autors (Guo et al., 1992; Berbec i Doroszewska, 1999) van utilitzar derivats de la 
fenil-urea (Tidiazuron) com a estimuladors de la multiplicació vegetal d’aquesta espècie. 
La diferenciació a partir de cal·lus en aquesta espècie també s’ha obtingut a partir 
d’embriogènesi somàtica (Gumerova et al., 1998, 2001 i 2003; Han et al., 2011; Kwon et al., 
2013).  
No obstant, quan l’objectiu és aconseguir una bona taxa de multiplicació per tal d’obtenir 
una bona proliferació de microbrots és preferible propagar via organogènesi directa (a 
partir de gemes apicals o axil·lars), així s’aconsegueix mantenir les característiques 
parentals (Klcova i Gubisova, 2008).  Aquesta tècnica és la que s’ha utilitzat en aquest  TFG. 
La majoria d’autors en la fase de multiplicació (Adachi et al., 1989; Woo et al, 2000; Niroula 
et al., 2006; Klcova i Gubisova, 2008; Slawinska et al., 2009) utilitzen com a medi base de 
cultiu el proposat per Murashigue i Skoog (1962). Els reguladors de creixements més 
emprats  en aquesta fase  són  la BAP (Niroula et al., 2006; Slawinska et al., 2009),  
dimetilalilamino - purina (2iP) (Slawinska et al., 2009) i l’ácid 2,3,5 - triiodobenzoic  (TIBA)  
(Slawinska et al., 2009). No obstant, les millors taxes de multiplicació les aconseguiren 
cultivant amb una combinació de diferents citoquinines (TIBA, 2ip, BAP) (Slawinska et al., 
2009).  
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Klcova i Gubisova (2008) arrelaren microbrots de fajol emprant IBA. En general en la fase 
rizogènica s’obtenen resultats acceptables reduint els macroelments  MS  a la meitat.  
En tots els casos, l’èxit de la capacitat de regeneració està estretament relacionat amb el 
genotip del material vegetal (Luthar i Marchetti, 1994; Berbec i Doroszewska, 1999), o bé 
amb tipus d’explant utilitzat, el medi de cultiu, els reguladors de creixement, l’agent 
gelificant i altres condicions ambientals.  
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2. Objectius 
 
2.1 Objectiu principal 
 
L’objectiu principal d’aquest estudi és avaluar l’efecte de la composició  dels medis de cultiu 
in vitro en la multiplicació i arrelament de Fagopyrum esculentum Moench i el seu 
contingut en compostos polifenòlics. 
2.2 Objectius específics 
 
Per aconseguir l’objectiu principal ha estat necessari establir els següents objectius 
secundaris:  
 Determinar els percentatges de germinació in vitro i  ex vitro de varietats 
comercials. 
 Estudiar l’efecte de la concentració de citocina en el desenvolupament del 
material vegetal introduït in vitro i la seva taxa de multiplicació en diferents 
subcultius. 
 Mesurar l’efecte de la procedència del material vegetal (fase de multiplicació) en 
l’arrelament in vitro i la concentració auxínica utilitzada.  
 Avaluar la concentració de compostos polifènolics en llavors comercials  i en el  
material vegetal micropropagat. 
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3. Materials i mètodes 
 
El treball consta de cinc assajos (Taula 1), quatre assajos de cultiu (un ex vitro i tres in vitro) 
i un assaig de determinació de concentració de compostos polifenòlics del material vegetal 
obtingut in vitro.  
 Assaig 1- Germinació in vitro de dues varietats comercials  
 Assaig 2- Germinació ex vitro de dues varietats comercials  
 Assaig 3- Introducció i micropropagació del material vegetal  
 Assaig 4- Arrelament in vitro del material vegetal   
 Assaig 5- Determinació de la concentració de compostos polifenòlics en el 
material vegetal micropropagat i llavors 
Taula 1: Taula resum assajos realitzats. 
Assajos Objectiu Condicions Anàlisis realitzat 
Assaig 1 Observar el comportament de 
les dues varietats. 
Germinació in vitro. 
Medi: Murashinge i Skoog (1926). 
Irradiància: 5,2 µmols PAR  s-1 m-2  
Temperatura: 25°C ± 1°C 
Percentatge de germinació.  
Assaig 2 Recerca de condicions 
favorables per a l’espècie. 
Dos proves de germinació ex vitro.  
Irradiància:  
Primera prova  2 µmols PAR  s-1 m-2 
Segona prova  Condicions de foscor 
Temperatura: 25°C ± 1°C 
Percentatge de germinació.  
Assaig 3 Introducció del material 
vegetal i la seva multiplicació.  
Germinació i multiplicació in vitro. 
Medi: Murashinge i Skoog (1962) a diferents 
concentracions de BAP (0, 5, 10 i 20 µM). 
Irradiància:  
Inicialment  Condicions de foscor 
En presència de radícula  70 µmols PAR m-2s-1 
Temperatura: 25°C ± 1°C 
Percentatge de germinacions 
i brots multiplicats. 
 
Mesura d’algunes variables 
de desenvolupament: 
número de  fulles (totals i 
sanes), longitud part aèria, 
longitud arrels o call, taxa de 
multiplicació total i viable. 
 
Assaig 4 Arrelament in vitro del 
material vegetal. 
Arrelament in vitro. 
Medi: Murashinge i Skoog (1962) a diferents 
concentracions d’IBA (0 i 5 µM). 
Irradiància: 70 µmols PAR m-2s-1 
Temperatura: 25°C ± 1°C 
Percentatge d’arrelament. 
Assaig 5 Determinació de compostos 
polifenólics. 
Mètode: ultra cromatografia líquida d’alta 
resolució (UHPLC). 
Aparell: cromatògraf de marca i model Agilent 
Technologies 1290 Infinity. 
Contingut en compostos 
polifenólics en les llavors i en 
la part aèria del material 
obtingut en els assajos 4 i 5.  
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3.1 Material vegetal 
 
Les llavors amb les quals s’inicien els  assajos de germinació i de  micropropagació foren 
adquirides a la explotació agrícola de  Cal Pauet, ubicada a L’Espunyola (Berguedà). El motiu 
de l’adquisició en aquesta empresa va ser perquè se sabia que cultivava les dues varietats  
de fajol més utilitzades comercialment a Catalunya. 
No obstant, cal esmentar que el nom de les dues varietats comercials utilitzades en aquest 
treball ha estat impossible d’esbrinar i per això, atenent al color de la flor de les plantes, 
parlarem de “cultivar de flor blanca” i “cultivar de flor vermella”.  
 
3.2 Composició del medi base de cultiu  
 
En tots els assajos in vitro es va utilitzar com a medi base el formulat per Murashige i Skoog 
(1962) (Taula 2), amb la diferència que en els assajos 3 i 4 afegirem diferent composició de 
reguladors de creixement segons l’objectiu. Es prepara una sèrie de solucions mare les 
quals es conserven i s’usen en els diferents assajos a realitzar, amb la finalitat, d’aconseguir 
que tots els medis usats siguin el més homogenis possible i disminuir diferències en la 
preparació dels medis.  
 
Taula 2: Composició del medi base de cultiu en els assajos de micropropagació (Murashige i  Skoog, 1962) 
Component Pes (mg/L) 
NH4NO3 1650 
KNO3 1900 
Microelements: 
H3BO3 
KI 
Na2MoO4.2H2O 
CoCl2.6H2O 
 
6,2 
0,83 
0,25 
0,025 
KH2PO4 170 
CaCl2·2H2O 440 
MgSO4·7H2O 370 
Microelements: 
MnSO4·4H2O 
ZnSO4·7H2O 
CuSO4·5H2O 
 
 
22.3 
8,6 
0,025 
Na2EDTA 
FeSO4·7H2O 
37,3 
27,8 
Tiamina 0,5 
Piridoxina 0,5 
Àcid nicotínic 0,5 
Glicocol·la 2 
Inositol 100 
Sacarosa 30000 
Agar 8000 
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3.3 Preparació del medi de cultiu 
 
Per a preparar el medi de cultiu cal seguir una pauta determinada: 
 
1) Afegir la meitat de la solució a realitzar d’aigua destil·lada en un vas de precipitats de 
volum final desitjat.  
 
2) Posar el vas de precipitats amb un imant a l’agitador durant tot el procés.  
 
3) Afegir els diferents components bàsics del medi de cultiu (Taula 2) (Figura 2, A). 
 
4) Afegir els reguladors de creixement necessaris  segons l’assaig. 
 
5) Homogeneïtzar la solució.  
 
6) Ajustar el del medi mitjançant un pH-metre (CRISON model dígit 501). Tots els medis han 
d’estar entre a un pH comprès entre 5.7 – 5.8, segons Murashige i Skoog (1962). Per 
ajustar-ho, com que el medi obtingut era molt acidòfil (pH < 4,5 ) es van afegir unes gotes 
de NaOH 0,5 N.  
 
7) Pre-escalfar el medi en el microones fins a 60°C.  
 
8) Afegir al medi 8 g/L d’agar i escalfar-ho per damunt de 90°C.   
 
9) Comprovar que l’agar estigui completament dissolt.  
 
10) Repartir el medi en tubs d’assaig. S’introdueixen 15 mL del medi/tub i a continuació es 
tapen  amb sero-taps.  
 
10) Posar a autoclavar el medi de cultiu a 121°C i una sobrepressió de vapor d’aigua 
saturant, durant 20 minuts, per aconseguir la seva esterilització. L’autoclau utilitzada és de 
la marca Selecta model Presoclave II. 
 
11) Una vegada ha finalitzat el procés cal deixar refredar els tubs amb el medi de cultiu a 
temperatura ambient i lleugerament inclinats per evitar l’acumulació superficial de gotes a 
causa de la condensació de vapor d’aigua en el seu interior (Figura 2; B).  
 
12) El medi una vegada solidificat es va conservar a 3°C un màxim de 48 h abans de la seva 
utilització. 
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3.4 Preparació prèvia de les eines de treball i de la cambra de flux 
laminar 
 
Abans de realitzar la manipulació del material vegetal dins de la cabina de flux laminar cal 
que les eines a utilitzar s’esterilitzin. Per això es preparen bosses especials que contenen en 
el seu interior les eines a fer servir, com són pinces, bisturís i paper de filtre. Es segellen les 
bosses i s’introdueixen a l’autoclau durant 20 min a 121°C i a una pressió de vapor d’aigua 
saturant.  
 
La cambra de flux laminar s’ha d’engegar al menys 20 min abans de començar a treballar 
per tal d’aconseguir unes condicions d’asèpsia adequades. Un cop connectat el flux laminar, 
les parets i la superfície de la cabina s’han de netejar amb etanol al 70 % per tal que la 
cambra quedi desinfectada al màxim. Dins la cambra trobem un incinerador bacterià, de la 
marca Selecta, que serveix per mantenir estèrils les eines usades durant el procés de 
manipulació del material vegetal (pinces i bisturís), ja que en un temps de 5-7 segons pot 
aconseguir esterilitzar les eines metàl·liques que s’hi introdueixen, doncs la seva 
temperatura interior és de 815°C (Figura 3).  
A 
B 
Figura 2: Preparació del medi. A) introducció dels diversos 
components; B) Refredament dels tubs autoclavats. 
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3.5 Metodologia dels diferents assajos  
 
3.5.1 Assaig 1- Assaig preliminar de germinació in vitro de dues varietats 
comercials   
 
a) Material vegetal 
En aquest assaig es va partir de dues varietats comercials de fajol: 
 
 Cultivar flor vermella 
 Cultivar flor blanca   
 
De cada cultivar és van utilitzar 120 llavors que van ser introduïdes individualment in vitro 
en tubs d’assaig (1 llavor/tub d’assaig). 
 
Segons Ellis, et al. (1985), el fajol germina bé en diferents situacions:  
 
 Alternança de 16h a 20°C i 8h a 30°C, i una llum de 200 lux 
 Entre 20°C i 25°C  sense llum 
 28°C  llum diürna o llum difusa 
Es va decidir realitzar l’assaig posant les llavors a 5,2 µmols s-1 m-2 de radiació PAR (radiació 
fotosintèticament activa) de llum difusa i temperatura constant de 25°C  1°C  ja que en la 
cambra de micropropagació de la universitat no hi ha la possibilitat de posar una 
temperatura superior per no afectar el desenvolupament d’un altre material vegetal ubicat 
a la mateixa cambra de cultiu. 
 
Figura 3: Material estèril i incinerador de bacteris dins la cambra de 
flux laminar. 
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b) Medi de cultiu 
Es va emprar el medi base Murashige Skoog (1962) sense addició de reguladors de 
creixement (Taula 1).  
En total es va preparar 4 litres de medi repartit en un total de 240 tubs (15 mL/tub) amb 
l’ajut d’un dosificador (Figura 4). Una vegada esterilitzat es van deixar refredar i solidificar a 
temperatura ambient i al dia següent es va realitzar la sembra. Es va ajustar el pH fins a 
5,79.  
 
c) Desinfecció del material vegetal 
Per a la desinfecció de les llavors es va preparar una solució desinfectant l’1% de clor actiu. 
El volum preparat va ser de 300 mL. El lleixiu comercial utilitzat era de la marca “Floquet”. 
Aquest lleixiu conté 40 g de clor actiu per litre de producte. La quantitat de lleixiu necessari 
per a aconseguir l’esmentada concentració de clor actiu va ser de 75 mL:  
 
 
300 𝑚𝐿 𝑑𝑖𝑠𝑠.×
1𝑔 𝐶𝑙 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑢
100 𝑚𝐿 𝑑𝑖𝑠𝑠
×
1000 𝑚𝐿 𝑙𝑙𝑒𝑖𝑥𝑖𝑢
40𝑔 𝐶𝑙 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑢
= 75 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑙𝑒𝑖𝑥𝑖𝑢 
 
La pauta de desinfecció es va realitzar dins de la cambra de flux laminar prèviament 
desinfectada i preparada com hem explicat anteriorment en aquest document (apartat 3.4). 
Les llavors de fajol, seleccionant prèviament les que tenien un aspecte aparentment més sa, 
van ser introduïdes dins la solució desinfectant, a la que se li va afegir dues gotes de Tween 
20 (tensioactiu, que en disminuir la tensió superficial, permet millorar l’acció de la solució 
desinfectant). Les llavors es van sotmetre a 25 minuts d’agitació continua.   
 
Figura 4: Introducció del medi en els tubs amb 
dosificador 15 mL. 
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En finalitzar el temps de desinfecció, es va procedir al rentat del material vegetal amb aigua 
destil·lada esterilitzada. Es van fer dos rentats amb agitació manual i un rentat de  5 minuts 
en condicions d’agitació automàtica. 
Aquest procés es repeteix per les dues varietats de fajol, per separat. 
 
d)  Sembra de les llavors i condicions de la cambra de cultiu 
Es van introduir una a una les llavors en els tubs d’assaig, en condicions asèptiques dins la 
cambra de flux laminar.  
A continuació, els tubs van ser ubicats en gradetes, correctament identificades, que van ser 
traslladades a la cambra de cultiu (Figura 5). 
Les condicions ambientals d’aquest assaig de germinació in vitro van ser: 
- Llum: 5,2 µmols PAR  s-1 m-2 de llum difusa, ja que no es van col·locar directament 
sota florescents 
- Temperatura: 25°C ± 1°C  
 
 
Figura 5: Material vegetal dins la cambra de micropropagació (assaig 1). 
3.5.2 Assaig 2- Germinació ex vitro de dues varietats comercials  
 
A la vista dels resultats de l’assaig 1 (apartat 3.5.1), es decideix fer un assaig de germinació 
ex vitro l’observar que in vitro les llavors no han germinat com s’esperava. 
                                
a) Material vegetal 
En aquest assaig s’utilitzen les dues varietats de fajol:  
 
-cultivar de flor blanca 
-cultivar de flor vermella 
 
Cal esmentar que les llavors van ser prèviament seleccionades una a una amb lupa, 
comprovant que tinguessin un aspecte aparentment sa. 
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b) Desenvolupament assaig 
 
i) Primera prova 
 
En aquesta primera prova es van dissenyar 8 tractaments formulats a partir de: 
 
 2 varietats de fajol 
 Processat de les cariòpsides que contenen les llavors  
o Sense pelar i seques  
o Sense pelar i prèviament remullades 12h abans de la sembra 
o Pelades i prèviament remullades 12h abans de la sembra 
o Fent una incisió al pericarp, prèviament remullades 12h abans de la sembra  
 
2 varietats x 4 processats = 8 tractaments 
 
 
La germinació es va desenvolupar en plaques petri de plàstic de 9 mm Ø que contenien 20 
llavors/placa. Cada placa tenia a la seva base paper de filtre, humitejat amb 3 mL d’aigua 
destil·lada. Les plaques de petri, precintades amb parafilm i correctament identificades, es 
col·locaren dins de la cambra de micropropagació a 25°C  1°C en una zona on tan sols hi 
arribava radiació difusa amb una irradiància de 2 µmols PAR  s-1 m-2 (Figura 6). 
L’assaig durà 72 hores i el control de la germinació va ser diari.     
                         
ii) Segona prova 
En relació als resultats obtinguts, es decideix realitzar un segona prova en condicions de 
foscor.  
Es sembren 50 llavors per cada varietat en una safata que conté un llit de cotó humitejat i a 
sobre el paper de filtre, ja que sinó les llavors es podrien entrelligar amb el cotó. Les safates 
es van col·locar dins una caixa per fer germinar les llavors en condicions de foscor. 
L’assaig dura 9 dies i el control de la germinació és diari (de dilluns a divendres). 
 
 
Figura 6: Els 8 tractaments descrits dins la cambra de micropropagació. 
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3.5.3 Assaig 3- Micropropagació del material vegetal 
 
i) Fase I: Introducció del material vegetal in vitro  
 
a) Material vegetal 
En aquest assaig es treballa amb llavors del cultivar de fajol de flor blanca, ja que en els 
assajos previs es va comprovar com la varietat de flor vermella no presenta uns 
percentatges de germinació adequats.  
 
b) Medi de cultiu  
El medi de cultiu utilitzat va ser el mateix que en assaig 1, és a dir, el formulat per  
Murashinge Skoog (1962), amb correcció de pH al 5,78 (Taula 2). Aquest medi va se 
distribuït en els tubs d’assaig en els que, posteriorment i sota condicions asèptiques, 
s’introduïren les llavors.  
 
c) Desinfecció de les llavors 
La pauta de desinfecció del material vegetal seguida en aquest assaig és la mateixa que  en 
l’assaig 1, exceptuant el temps de desinfecció que s’augmentà a 30 min (apartat 3.5.1, c). 
També cal destacar que les llavors sotmeses al procés de desinfecció prèviament havien 
estat seleccionades segons el seu aspecte, escollint les que, aparentment, semblaven més 
sanes. 
 
d) Sembra de les llavors i condicions de cultiu 
La sembra de les llavors dins dels tubs d’assaig que contenien el medi de cultiu descrit 
anteriorment va se realitzada sota condicions d’asèpsia, dins la cambra de flux laminar. Es 
van sembrar un total de 120 llavors del cultivar de flor blanca. 
Posteriorment, es van col·locar en la cambra de micropropagació a una temperatura  de 
25°C ± 1°C i en condicions de foscor (Figura 7). En el moment que s’observava que sortia la 
radícula immediatament aquell tub es traslladava a condicions de fotoperíode de 16 hores 
de llum-8 hores de foscor, sota una irradiància de 70 µmols PAR m-2s-1. 
 
 
Figura 7: Material vegetal procedent de l'assaig 3. A) En condicions de foscor; B) Material ja germinat, amb 
radícula sota irradiància. 
 
B A 
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ii)  Fase II: Multiplicació del material vegetal  
 
En aquesta fase es van establir dos subcultius successius que van permetre poder obtenir el 
material vegetal necessari per a realitzar el procés d’arrelament i la determinació de 
compostos polifenòlics.  
 
a) Material vegetal 
  
En aquest assaig el material vegetal emprat va ser diferent segons el subcultiu. 
 
 Material vegetal primer subcultiu 
 
El primer subcultiu s’inicia a partir dels àpexs apicals caulinars procedents de les plàntules 
obtingudes en la fase I (introducció del material vegetal in vitro). 
 
 Material vegetal segon subcultiu 
Els propàguls emprats en el segon subcultiu de multiplicació van ser els microbots obtinguts 
en el subcultiu anterior (Figura 8). 
 
                                    
Figura 8:Microbrots del segon subcultiu. 
b) Tractaments i medi de cultiu 
El medi de cultiu base utilitzat durant la fase de multiplicació va ser el descrit per 
Murashinge Skoog (1962) addicionat amb diferents concentracions de citocines.  
El nombre de tractaments establerts foren de quatre, atenent a la concentració hormonal 
utilitzada del regulador de creixement Bencilaminopurina (BAP) (Taula 3). 
Taula 3: Tractaments de multiplicació establerts. 
 
 
Tractament BAP µM PH 
1 0 5,73 
2 5 5,75 
3 10 5,75 
4 20 5,78 
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El nombre de propàguls introduïts, en el primer subcultiu, va variar entre 9 i 10 per cada 
tractament, es a dir, 38 tubs en total.  En el cas del segon subcultiu el nombre de propàguls 
(entrenusos amb una o dues gemmes axil·lars)  per tractament estigué comprés entre 20 i 
21, fent un total de 85. 
c) Sembra del material vegetal 
De forma aleatòria i sota cambra de flux laminar, en el cas del primer subcultiu els 
propàguls emprats foren els àpexs caulinars procedents de l’assaig de germinació (Figura 9). 
En el cas del segon subcultiu els propàguls procedien dels microbrots obtinguts en el 
subcultiu 1, tot mantenint l’origen del tractament, és a dir, no és va canviar el nivell 
hormonal al que havia estat sotmès el material vegetal.  
 
 
d) Condicions ambientals de la cambra de microprogació  
 
El material sembrat fou traslladat a la cambra 
de micropropagació (Figura 10) on les 
condicions de cultiu de l’assaig foren:  
- Temperatura: 25°C ± 1°C 
- Fotoperíode: 16 hores llum – 8 hores foscor 
- Irradiància: 70 µmols PAR m-2s-1 
 
e) Variables de desenvolupament controlades 
En l’assaig de multiplicació, i per als dos subcultius, es van realitzar les següents mesures 
en: 
 Longitud total part aèria (cm) 
 Fulles desenvolupades totals 
 Fulles desenvolupades aparentment sanes 
 Longitud total de les arrels i la seva descripció (si en té) 
 Longitud total del call (si en té) 
 Taxa de multiplicació 
 Taxa de multiplicació viable 
Figura 10: Material vegetal subcultiu dos dins la cambra 
de micropropagació. 
Figura 9: Material vegetal procedent de l’assaig de germinació. 
Efecte de la composició dels medis de cultiu en la regeneració in vitro de Fagopyrum esculentum 
Moench i en el seu contingut en compostos polifenòlics 
 
25 
 
 
A més a més en el cas del segon subcultiu també es va mesurar: 
 Pes fresc dels microbrots: 
o Total 
o Part aèria brot 
o Call 
o Arrel  
 Pes sec dels microbrots: 
o Total 
o Part aèria brot 
o Call 
o Arrel 
 Humitat 
o Total 
o Part aèria brot 
o Call 
o Arrel  
S’anotaren també les anomalies que presentaven i es comptabilitzaren a part les plàntules 
no desenvolupades o mortes. 
 
3.5.4 Assaig 4- Arrelament in vitro del material vegetal   
 
a) Material vegetal  
En l’assaig d’arrelament el material vegetal procedeix dels microbrots viables obtinguts en 
segon subcultiu de la fase de multiplicació (assaig 3, apartat 3.5.3). 
b) Tractaments i medis de cultiu 
Per aquest assaig d’arrelament es van formular dos medis diferents, un medi 0 (control) i 
un medi amb concentració auxínica 5 µM d’àcid indol butíric (IBA). S’ha ajustat el pH per a 
cada medi aconseguint un pH de 5,76 en el medi sense regulador de creixement i un pH del 
5,78 al medi amb auxina. 
El nombre de tractaments establerts va ser de 8: 
 4 orígens del material vegetal (d’acord amb el contingut en citoquinines del medi 
de multiplicació procedent) 
 2 medis d’arrelament, el nombre de microbrots/tractament va ser 15, fent un 
total de 30 microbrots 
 
c) Sembra del material vegetal 
 
Els microbrots viables van ser introduïts de manera aleatòria en els dos medis d’arrelament, 
identificant sempre el seu origen, segons el medi de multiplicació de procedència (0, 5, 10 i 
20 µM de BAP) (Taula 4). 
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Taula 4: Esquema dels tractaments en  l’assaig d’arrelament. 
Medi d’arrelament Orígens medi de multiplicació 
Medi 0 ½ MS  (control) 
Medi 0 MS (control) 
Medi MS + BAP 5 µM 
Medi MS + BAP 10 µM 
Medi MS + BAP 20 µM 
Medi ½ MS amb IBA a 5 µM 
Medi 0 MS (control) 
Medi MS + BAP 5 µM 
Medi MS + BAP 10 µM 
Medi MS + BAP 20 µM 
 
 
d) Variables de desenvolupament controlades 
 
En l’assaig d’arrelament es van realitzar les següents mesures: 
 Longitud total part aèria (cm) 
 Fulles desenvolupades totals  
 Fulles desenvolupades aparentment sanes 
 Longitud total de les arrels i la seva descripció (si en té) 
 Longitud total del call (si en té) 
 Pes fresc dels microbrots: 
o Total 
o Part aèria brot 
o Call 
o Arrel  
 Pes sec dels microbrots: 
o Total 
o Part aèria brot 
o Call 
o Arrel 
 Humitat 
o Total 
o Part aèria brot 
o Call 
o Arrel  
 
Ja que s’ha fet de manera aleatòria el número de brots sembrat a cada tractament és 
diferent, obtenint 43 brots sembrats en medi 0 control i 39 brots en medi amb IBA. 
 
3.5.5 Assaig 5- Determinació de la concentració de compostos polifenòlics en 
material vegetal micropropagat i llavors  
 
En aquest últim assaig el que s’ha pretès es determinar la concentració en polifenòlics en el 
fajol cultivat in vitro, ja que el seu contingut en rutina i quercetina és una de les qualitats 
més interessants d’aquesta espècie.  
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Es compara si canvia la concentració segons l’origen del cultiu i si ha variat respecte la llavor 
inicial.  
 
a) Material vegetal  
 
Es treballa amb tres blocs de material vegetal diferents: 
 El material vegetal procedent de l’assaig número 3, on hi ha 4 orígens diferents, 
segons el tractament, medi 0 control, medi amb BAP a 5 µM, a 10 µM i a 20 µM. 
Només part aèria (fulles) (Taula 5). 
 
 Un segon bloc de material vegetal procedent de l’assaig 4 (apartat 3.5.4). En aquest 
cas hi ha 8 orígens diferents, segons el tractament i origen procedent de l’assaig 
anterior (assaig 3). Només part aèria (fulles) (Taula 5). 
 
 I un últim bloc, les llavors de fajol de flor blanca amb les quals s’ha dut a terme 
aquest experiment (Taula 5). 
 
S’analitzen un total de 13 mostres, en les que la intenció inicial era fer 3 rèpliques de cada 
una però no s’ha pogut dur a terme d’aquesta manera ja que en alguns dels tractaments no 
s’ha obtingut el material suficient. 
  
Taula 5: Distribució del material per blocs. 
Material vegetal Núm. repliques 
1r bloc Llavors 3 
2n bloc 
Medi 0 MS 3 
Medi MS + BAP 5 µM 3 
Medi MS + BAP 10 µM 3 
Medi MS + BAP 20 µM 3 
3r bloc  Origen  - 
Medi 0 ½ MS 
Medi 0 MS 2 
Medi MS + BAP 5 µM 2 
Medi MS + BAP 10 µM 1 
Medi MS + BAP 20 µM 1 
Medi ½ MS + IBA 5µM 
Medi 0 MS 2 
Medi MS + BAP 5 µM 3 
Medi MS + BAP 10 µM 3 
Medi MS + BAP 20 µM 1 
 
b) Procediment   
 
Vàrem agafar tot el material vegetal prèviament assecat a l’estufa a 80 graus durant 48 h, i 
es va separar en 3 grans blocs, les llavors, el material vegetal procedent de l’assaig 3 i el 
material vegetal procedent de l’assaig 4. Tot aquest material va passar a ser triturat per un 
molinet (Figura 11). 
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Es van pesar 0,05 g (Vachirapatama et al., 2011) de material vegetal a la bàscula de precisió 
mil·lèsima de gram marca Scaltec (Figura 12), seguidament s’introduïren en tubs d’assaig i 
s’etiquetaren correctament segons la procedència (Taula 5). 
                         
 
Un cop es va obtenir tots els tubs d’assaig amb els 0,05 g de mostra i correctament 
identificats es va afegir 15 mL d’etanol en cada tub i posteriorment van ser col·locats al 
bany maria durant 30 min (Vachirapatama et al., 2011). Transcorreguts els 30 min tot el 
material es traslladà a un bany d’ultrasons on va romandre 20 min més. Finalitzat aquest 
temps, es van diluir les mostres i s’enrasaren a 100 mL.   
 
Aquest procés permet extreure tots els compostos polifenòlics del fajol incloent la rutina. 
La mostra va ser analitzada mitjançant una ultra cromatografia líquida d’alta resolució 
(UHPLC) amb un cromatògraf de marca i model Agilent Technologies 1290 Infinity (Taula 6). 
Abans de la injecció al cromatògraf, la mostra es va filtrar amb un filtre de xeringa de niló 
de 0,22 µm de diàmetre de porus, i es va introduir en vials de 2 mL (Figura 13). 
 
Es va preparar un patró conjunt de 200 mg/L de rutina, naringina, hesperidina i quercetina 
(2 mg de cada un d’ells en un aforat de 10 mL dissolts en metanol). A patir d’aquest, per 
dilució amb metanol es van obtenir patrons de diverses concentracions: 10 mg/L (2,5 mL en 
aforat de 50 mL) i 2 mg/L (0,5 mL en aforat de 50 mL). Finalment, es va filtar amb filtres de 
xeringa de niló de 0,22 µm de diàmetre de porus, (Ansari et al., 2011).  
B A 
Figura 11: Material vegetal assecat a la estufa a 80 ºC durant 48 h.  A) Abans de triturar el 
material. B) Desprès de triturar el material amb el molinet. 
 
Figura 12: Material triturat i pesat a la balança de precisió 
mil·lèsima de gram. (0,05 g de material vegetal). 
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Taula 6: Cromatografia líquida de ultra alta precisió (UHPLC) 
Equip 
Agilent 1290 Infinity  
Bomba quaternària G4204A 
Injector G4226A 
Compartiment termostatitzat de columnes G1316C 
Detector UV-Vis Diode Array G4212A 
Columna Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 µm, 50 mm x 2,1 mm) 
Volum d’injecció 20 µL 
Caudal 0,5 mL/min 
Temperatura  35  ͦC 
Detecció 
Espectrofotométrica a una λ = 280 i 365 nm. Adquisició 
de espectres (2.5Hz) entre 190 – 400 nm. 
Fase mòbil 
A: H2O (0,5% H3PO4) 
C: Metanol: Acetonitril (50:50) 
Gradient 
Inicialment C = 5%, en 5 minuts se pasa 
progressivament a C = 40%, en 5 minuts s’arriba a C = 
95%. Posteriorment es retorna a les condicions inicials 
C = 5% en 2 minuts més una espera addicional de 3 
minuts. Temps total 15 minuts. 
 
 
 
 
Figura 13: Vials amb 2 mL de mostra correctament identificats. 
 
3.5.6 Anàlisi estadística de les dades  
 
El tractament estadístic de les dades es va fer amb el paquet estadístic SAS (SAS Institute, 
2002). 
Els estadístics bàsics es van obtenir amb el procediment UNIVARIATE i les anàlisis de la 
variància amb el procediment GLM, complementat amb el test de separació de mitjanes de 
Tukey. 
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4. Resultats i discussió 
 
En aquest apartat els resultats i la discussió es presenten per a cadascun dels assajos 
realitzats. 
 
4.1  Assaig 1- Assaig preliminar de germinació in vitro de dues 
varietats comercials 
 
4.1.1 Viabilitat de la germinació 
 
En aquest primer assaig la  germinació va ser escassa per a les dues varietats, tot i que, en el 
cas de la varietat de flor blanca s’observà una tendència a una major germinació. Al final de 
l’assaig tant sols de les 240 llavors introduïdes per a cada varietat havia germinat un 7,1% en el 
cas de la flor blanca i un 2,5% per la flor vermella (Taula 7, Figura 14) i a més a més es va 
comptabilitzar una contaminació entre les dues varietats d’un 3,5%. 
 
Taula 7: Evolució del percentatge de germinació de dues varietats de fajol, in vitro. 
Varietat Temps de germinació (dies) 
 5 20 35 
 Llavors 
germinades 
% 
Germinació 
Llavors 
germinades 
% 
Germinació 
Llavors 
germinades 
% 
Germinació 
Flor Blanca 1 0,4 13 5,4 17 7,1 
Flor Vermella 0 0 4 1,7 6 2,5 
 
 
Figura 14: Plàntula inicial de la varietat de flor blanca. 
 
Cal comentar que es van deixar les llavors a la cambra de cultiu in vitro durant dos mesos amb 
la finalitat de descobrir si era temps el que necessitaven les llavors per a germinar. Malgrat 
aquest temps, el procés es va veure aturat, ja que no es va observar cap germinació més.  
 
 
 
 
 
 
Efecte de la composició dels medis de cultiu en la regeneració in vitro de Fagopyrum esculentum 
Moench i en el seu contingut en compostos polifenòlics 
 
31 
 
4.1.2 Anàlisi contaminacions 
 
En aquest assaig s’observaren un total de 17 contaminacions aparents, la majoria semblaven 
fongs. Es va analitzar el tipus de fongs d’acord amb la pauta descrita per Samson (1996).   
Es van escollir 4 tubs dels 17 totals, ja que semblava que presentaven diferents 
contaminacions, i es va procedir a observar-les sota microscopi.  
Es detectaren contaminacions per Penicillium, Aspergillus i Rhizopus (Figura 15). 
 
 
Figura 15: Contaminacions de les llavors.  
 
 
4.2 Assaig 2- Germinació ex vitro de dues varietats comercials 
 
4.2.1 Resultats germinacions 
 
L’objectiu d’aquest assaig ex vitro era intentar esbrinar quina era la causa del mal resultat 
obtingut en l’assaig anterior. Es van realitzar dues proves. 
 
a) Primera prova: 
 
D’aquesta primera prova es treuen uns resultats estranys i poc coherents, ja que s’esperava 
que les llavors pelades i les llavors amb incisió germinessin més ràpid i tinguessin un 
percentatge de germinació més elevat que no pas les llavors sense pelar i seques. També 
s’esperava que hi hagués una millor germinació en les llavors sense pelar i remullades en 
relació a les seques. Els resultats obtinguts indicaren tot el contrari, ja que els millors 
percentatges per a cadascuna de les varietats s’han obtingut amb llavors pelades i 
remullades o bé en llavors seques (Taula 8 i Figura 16). La germinació ha estat sempre 
superior en la varietat de flor blanca, tal com ja s’havia detectat en l’assaig de germinació 
anterior. 
Podria ser que el mal comportament de les llavors amb incisió al pericarp fos degut a que 
aquestes haguessin estat lesionades a l’hora de fer el tall i quedessin, per tant, afectades.  
A B 
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Taula 8: Percentatges de germinació de les varietats de fajol segons tractament previ de la llavor. 
cultivar de flor 
vermella pelada 
remull 
cultivar de flor 
vermella amb 
incisió i remull 
cultivar de flor 
vermella en 
remull 
cultivar de flor 
vermella seca 
20 0 0  35 
cultivar de flor 
blanca pelada 
remull 
cultivar de flor 
blanca amb 
incisió i remull 
cultivar de flor 
blanca en remull 
cultivar de flor 
blanca seca 
60 15 15 45 
 
 
b) Segona prova: 
En la segona prova de germinació que es va realitzar ex vitro els resultats són, aparentment, 
més coherents i de gran utilitat per a la continuació d’aquest estudi.  
Com s’ha esmentat a material i mètodes en aquest prova, es van sembrar 50 llavors de cada 
varietat (Figura 17). En aquest cas, en comptes de realitzar diferents tipologies de sembra 
partint de llavors amb un pre-tractament diferenciat, es van modificar les condicions 
ambientals, ja que el material a germinar es va sotmetre a condicions de foscor. 
A la finalització de l’assaig (7 dies) els percentatges de germinació foren del 76% per la flor 
blanca i tan sols del 18% per la flor vermella.   
L’èxit de germinació obtingut en aquest assaig amb llavors de flor blanca indica que les 
condicions establertes van ser força favorables. El baix percentatge de germinació de fajol 
de flor vermella podria ser atribuït a que la majoria de llavors tinguessin embrions no 
viables. Aquesta possible inviabilitat podria ser deguda a una conservació no adequada de 
les llavors per part del agricultor al que se li van adquirir.  
Es va decidir, a partir d’aquest moment, excloure de l’experiment el cultivar de flor 
vermella ja que no dóna bons resultats i es va continuar solament amb el cultivar de flor 
blanca, prenent com a referència les condicions establertes en aquest últim assaig per a fer 
les següents sembres.  
 
 
Figura 16: Germinació de les llavors del cultivar 
flor blanca amb el mètode de sembra llavors sense 
pelar i seques. 
Efecte de la composició dels medis de cultiu en la regeneració in vitro de Fagopyrum esculentum 
Moench i en el seu contingut en compostos polifenòlics 
 
33 
 
 
4.3  Assaig 3- Introducció i micropropagació del material vegetal 
 
4.3.1 Germinació in vitro 
 
Es realitzà una nova sembra de llavors de flor blanca partint de les condicions ambientals 
establertes en l’assaig anterior (apartat 4.2) ja que els percentatges de germinació obtinguts 
havien estat molt satisfactoris.  
En aquesta ocasió, el percentatge de llavors germinades (32%) va ser inferior a l’obtingut en 
l’assaig ex vitro, tan sols es van obtenir 38 plàntules que van ser utilitzades per seguir amb 
l’assaig de micropropagació. Segurament la causa principal d’aquesta disminució pot ser 
atribuïda a la fitotoxicitat del material vegetal en front la solució desinfectant utilitzada, 
formulada amb una elevada concentració de clor actiu.   
4.3.2 Primer repicat 
 
Els microbrots obtinguts presenten el següent comportament:  
Longitud total part aèria (cm): 
 
L’anàlisi de resultats ens indica que hi ha diferències significatives entre la longitud total 
dels microbrots cultivats en medi sense reguladors de creixement i els desenvolupats en 
medis amb concentracions de 10 µM i 20 µM de BAP. No obstant, no es troben diferencies 
entre el medi amb BAP 5 µM i la resta de tractaments (Taula 9). En tots els casos, les 
longituds obtingudes han estat inferiors a les obtingudes per Klcova i Gubisova (2008), els 
quals també indicaren que les longituds dels microbrots depenien de la varietat 
microprogada, però molt similars a les de Slawinska et al. (2009).  
Taula 9: Longitud part aèria dels microbrots (cm). 
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 6,44 a 0,90 8 
BAP 5 µM 4,64 ab 0,60 7 
BAP 10 µM 3,71 b 0,48 8 
BAP 20 µM 3,29 b 0,54 7 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
 
 
Figura 17: Sembra de llavors en safata. 
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Fulles desenvolupades totals: 
 
Tot i que la tendència de les mitjanes és que el nombre de fulles incrementa a mida que 
augmenta la concentració de BAP, l’anàlisi estadística ens indica que no hi ha diferències 
significatives entre tractaments (Taula 10). En la figura 18 s’observa que a més quantitat de 
fulles desenvolupades més petites són aquestes. Aquest fet ha dificultat molt la 
comptabilització de les fulles dels microbrots obtinguts a dosis elevades de BAP.  
 
 
Hi ha una gran variabilitat entre microbrots d’un mateix tractament, obtenint, en el cas del 
tractament amb concentració BAP 20 µM, fins a 22 fulles en alguns brots i en altres només 
5 fulles. Aquest fet succeeix en tots els assajos posteriors. 
Taula 10: Número de fulles totals desenvolupades  
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número 
observacions 
MEDI 0 5,00 a 0,42 8 
BAP 5 µM 9,71 a 1,67 7 
BAP 10 µM 9,86 a 0,91 8 
BAP 20 µM 10,88 a 2,89 7 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P<5%) 
Fulles desenvolupades aparentment sanes: 
 
No es troben diferències significatives en el nombre de fulles desenvolupades aparentment 
sanes. L’adició de BAP fa que la diferència entre les fulles desenvolupades totals i les 
aparentment sanes augmenti en relació al control  (Taula 11). Cal indicar que un total de 20 
microbrots presentaren almenys una fulla en mal estat, o aparentment no sana. 
 
 
 
0 µM BAP 5 µM BAP 
10 µM BAP 20 µM BAP 
Figura 18: Plàntules segons la concentració de BAP addicionada, 
primer repicat. 
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Taula 11: Número de fulles desenvolupades aparentment sanes (cm)  (FDT: Fulles desenvolupades totals; FDAS: 
Fulles desenvolupades aparentment sanes) 
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número  
observacions 
Diferència entre 
FDT i FDAS 
MEDI 0 4,25 a 0,59 8,00 0,75 
BAP 5 µM 7,86 a 1,26 7,00 1,86 
BAP 10 µM 8,29 a 0,96 8,00 1,57 
BAP 20 µM 9,00 a 2,83 7,00 1,88 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Arrels: 
 
Només van formar-se arrels en el tractament control (sense citoquinines), de tipus 
fasciculat en la majoria dels casos però també s’han trobat microbrots que han generat una 
arrel principal i en alguna ocasió acompanyada d’arrels secundàries. En molts dels casos, 
degut a la seva longitud i proliferació les arrels formen una espècie de xarxa. La longitud de 
les arrels oscil.la entorn als 2,25 cm.  
Call: 
 
Al contrari que les arrels, només va haver-hi formació de call en els tractaments amb BAP. 
L’amplada del call varia segons el tractament, però no el suficient com per trobar 
diferències significatives en l’anàlisi estadística realitzat (Taula 12). 
Taula 12: Amplada del call desenvolupat en la base del microbrots (cm) 
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número 
observacions 
MEDI 0 0 b 0  8 
BAP 5 µM 0,97 a 0,24  7 
BAP 10 µM 1,18 a 0,23  8 
BAP 20 µM 1,21 a 0,23  7 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
Taxa de multiplicació total i viable: 
 
Hi ha una certa tendència a l’increment en la taxa de multiplicació dels tractaments amb 
concentració de 10 µM i BAP 20 µM, l’anàlisi estadística però indica que no hi ha diferències 
significatives entre tractaments (Taula 13). Les taxes de multiplicació obtingudes són molt 
similars a les obtingudes per diferents autors i varietats (Bohanec, 1987; Neskovic tal al., 
190; Klcova i Gubisova, 2008; Slawinska, J. et al., 2009) per diferents varietats. Aquesta 
similitud ens permet deduir que les taxes de multiplicació del fajol aconseguides en aquest 
TFG han estat les potencials per a l’espècie.  
 
Tampoc s’observen diferències significatives en la taxa de multiplicació viable entre 
tractaments. En els medis amb major concentració de BAP (10 i 20 µM) es descarten més 
brots que no pas en la resta de tractaments i per això les diferències entre la taxa total i la 
viable augmenta (Taula 14). 
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Taula 13: Taxa de multiplicació total  
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 2,88 a 0,35 8 
BAP 5 µM 3,29 a 0,52 7 
BAP 10 µM 5,00 a 0,71 8 
BAP 20 µM 4,00 a 1,23 7 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Taula 14: Taxa de mutliplicació viable (TMT: taxa de multiplicació total; TMV: Taxa de multilicació viable) 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
El nombre de propàguls morts o no desenvolupats va ser molt reduït: un en el medi control, 
dos en BAP 5 µM, dos en BAP 10 µM i tres en BAP 20 µM.  
 
S’observen certes anomalies en alguns microbrots, especialment a elevades dosis de BAP 
(aparença de coliflor, clorosi, etc). Es suposa que aquestes anomalies les provoca la 
citoquinina utilitzada, ja que no s’observen aquests efectes en el medi control. 
  
4.3.3 Segon repicat 
 
Longitud total part aèria (cm): 
 
L’anàlisi estadística no troba diferències significatives entre els microbrots desenvolupats 
en el control, en front dels cultivats a baixa concentració de BAP 5 µM. En canvi, indica que 
hi ha diferències entre el material vegetal del medi control i els brots sembrats en els medis 
amb BAP 10 µM i BAP 20 µM (Taula 15). 
 
Taula 15: Longitud total dels microbots (cm) 
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 5,94 a 1,46 8 
BAP 5 µM 2,88 ab 0,46 8 
BAP 10 µM 2,29 b 0,32 7 
BAP 20 µM 2,04 b 0,32 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
 
 
 
 
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error 
estàndard 
Número 
observacions 
Diferència entre 
TMT i TMV 
MEDI 0 2,88 a 0,35 8 0,00 
BAP 5  µM 3,00 a 0,44 7 0,29 
BAP 10  µM 2,88 a 0,40 8 2,13 
BAP 20  µM 2,57 a 0,37 7 1,43 
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Fulles desenvolupades totals: 
 
Tot i que, els microbrots crescuts en el medi 0 (control)  presentaren un nombre de fulles 
desenvolupades totals, en valor absolut, molt inferior al de la resta de tractaments, 
estadísticament tan sols va ser diferent als cultivats amb una concentració de 10 µM de 
BAP (Taula 16). 
Taula 16: Número de fulles desenvolupades totals  
 
Medi de multiplicació Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 3,75 a 0,41 8 
BAP 5 µM 8,00 ab 0,68 8 
BAP 10 µM 13,28 b 3,20 7 
BAP 20 µM 10,60 ab 0,63 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
Fulles desenvolupades aparentment sanes:  
 
El tractament estadístic no troba diferències significatives de les fulles desenvolupades 
aparentment sanes, entre els brots dels diferents medis. La quarta columna indica que així 
com en els brots procedents de medi control no hi ha cap fulla en mal estat, en els brots 
procedents de medi amb BAP (5, 10 i 20 µM) s’han descartat fulles aparentment en mal 
estat (Taula 17). 
 
Taula 17: Número de fulles desenvolupades aparentment sanes (FDT: Fulles desenvolupades totals; FDAS: Fulles 
desenvolupades aparentment sanes) 
 
Medi de 
mutliplicació 
Mitjana Error estàndard Número 
observacions 
Diferència entre 
FDT i FDAS 
MEDI 0 3,75  0,41 8 0,00 
BAP 5 µM 7,38 0,71 8 0,62 
BAP 10 µM 9,86 3,55 7 3,42 
BAP 20 µM 10,00 0,63 5 1,88 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
Arrels: 
 
Els resultats de les arrels en aquest nou repicat varien una mica respecte el primer (apartat 
4.3.1). S’observen unes arrels fasciculades en tots els casos formant una espècie de xarxa i 
essent la seva longitud mitjana total de 3,66 cm. Només hi ha presència d’arrels en el 
tractament sense citoquinines (medi control).  
Call: 
 
Tal i com ja es va percebre en el primer repicat, només va haver-hi presencia de call en els 
tractaments formulats amb BAP. L’amplada del call varia segons la concentració de 
citocines, havent-hi una diferència significativa entre el tractament amb BAP 20 µM i els 
tractaments amb BAP 5 i 10 µM (Taula 18). 
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Taula 18: Amplada del call format a la base dels microbrots (cm) 
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 0 c 0 8 
BAP 5 µM 0,87 b 0,13 8 
BAP 10 µM 0,90 b 0,23 7 
BAP 20 µM 1,58 a 0,22 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Taxa de multiplicació total i viable: 
 
L’anàlisi estadística indica una diferència significativa entre els brots sembrats en medi 
control i els brots sembrats en medi amb presència de BAP 20 µM, que és la tendència que 
ja mostrava el primer repicat (Taula 19). 
 
La taxa de multiplicació viable, en canvi, no difereix entre tractaments, ja que mentre en 
medi control aconseguim sembrar el 100% de la taxa total, en els tractaments amb 20 µM i 
5 µM BAP només s’arriba a sembrar el 52% de taxa viable respecte la taxa total. En el cas 
del tractament amb BAP 10 µM fins a un 55,6% (Taula 20). 
 
Taula 19: Taxa de multiplicació total  
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 2,25 b 0,53 8 
BAP 5 µM 5,00 ab 0,76 8 
BAP 10 µM 5,63 ab 1,29 7 
BAP 20 µM 6,25 a 1,10 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Taula 20: Taxa de multiplicació viable (TMT: Taxa de multiplicació total; TMV: Taxa de multiplicació viable) 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Pes dels microbrots: 
Els resultats obtinguts, mostren que no hi ha diferències estadísticament significatives entre 
tractaments en el pes de la part aèria dels microbrots ja sigui fresc o sec i tampoc en el % 
d’humitat (Taula 21). 
Sí s’observa que hi ha diferències significatives, en el pes fresc i sec de la part de les arrels i 
call, essent un pes més elevat en el tractament amb BAP 20 µM, ja que també, com s’ha 
descrit abans, és el que té una amplada de call superior.  
 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error 
estàndard 
Número 
observacions 
Diferència entre 
TMT i TMV 
MEDI 0 2,25 a 0,53 8 0,00 
BAP 5  µM 2,60 a 0,43 8 2,40 
BAP 10  µM 3,13 a 0,58 7 2,50 
BAP 20  µM 3,25 a 0,63 5 3,00 
Efecte de la composició dels medis de cultiu en la regeneració in vitro de Fagopyrum esculentum 
Moench i en el seu contingut en compostos polifenòlics 
 
39 
 
Taula 21: Pesos frescos i secs dels microbrots (g) i humitat (%) 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Taula 22: Número de brots morts o no desenvolupats. 
Medi de multiplicació Número de morts o no desenvolupats 
MEDI 0 71 
BAP 5 µM 3 
BAP 10 µM 9 
BAP 20 µM 42 
1 Dos dels quals estaven contaminats aparentment per bacteris. 
2 Contaminacions d’origen bacterià i fitotoxicitat per BAP.  
 
 Pes fresc part aèria 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 0,25 a 0,05 8 
BAP 5  µM 0,46 a 0,15 8 
BAP 10  µM 0,93 a 0,33 7 
BAP 20  µM 0,74 a 0,42 5 
Pes fresc arrel i call 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 0,09 a 0,03 8 
BAP 5  µM 0,30 a 0,07 8 
BAP 10  µM 0,16 a 0,09 7 
BAP 20  µM 0,80 b 0,24 5 
Pes sec part aèria 
Medi de 
multiplicació 
Mitjana Error estàndard Número observacions 
MEDI 0 0,03 a 0,008 8 
BAP 5  µM 0,05 a 0,01 8 
BAP 10  µM 0,06 a 0,02 7 
BAP 20  µM 0,03 a 0,02 5 
Pes sec arrel i call 
Medi de 
mutiplicació 
Mitjana Error estàndard Número d’observacions 
MEDI 0 0,01 a 0,005 8 
BAP 5  µM 0,02 a 0,005 8 
BAP 10  µM 0,02 a 0,01 7 
BAP 20  µM 0,07 b 0,02 5 
Humitat 
Tractament Mitjana Error estàndard Número d’observacions 
MEDI 0 87,69 a 1,63 8 
BAP 5  µM 84,64 a 5,76 8 
BAP 10  µM 91,38 a 1,5 7 
BAP 20  µM 92,21 a 1,06 5 
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Al final de l’assaig  es va observar un increment en les anomalies ja presents en el primer 
repicat, a més a més, 5 microbrots havien florit en medi 0 (control) i medi amb BAP 5µM 
(Figures 19 i 20). 
 
4.4  Assaig 4- Arrelament in vitro del material vegetal 
 
Longitud total part aèria (cm): 
 
Hi ha diferències significatives entre els microbrots del tractament medi 0-origen medi 0 i 
medi 0-origen BAP 5 µM, essent el de longitud més llarga el provinent del medi 0-origen 
medi 0. Tot i que la longitud total dels microbrots arrelats en el medi 0-origen medi 0 
pràcticament dupliquen a la resta de microbrots obtinguts, no es troben diferències entre la 
resta de tractaments. Possiblement, aquesta mancança de diferències sigui atribuïble a que 
el número d’observacions que es van poder realitzar era baix en relació a la variabilitat de 
creixement presentada (Taula 23). 
 
Taula 23: Longitud part aèria dels microbrots (cm)  
 
Medi arrelament Medi origen  Mitjana Error 
estàndard 
Número 
observacions 
MEDI 0 MEDI 0 4,04 b 0,80 10 
IBA 5 µM MEDI 0 2,06 ab  1,03 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 1,69 a 0,28 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 2,27 ab  0,44 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 2,06 ab 0,34 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 1,9 ab 0,33 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 1,62 ab 0,22 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 2,1 ab 0,68 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Figura 19: Plàntules segons la concentració de 
BAP addicionada, segon repicat. 
Figura 20: Flor obtinguda del cultivar blanc. 
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Fulles desenvolupades totals: 
 
L’anàlisi estadística ens indica que hi ha diferències significatives entre el número de fulles 
totals dels microbrots arrelats en tractament medi 0-origen medi 0, i el dels microbrots 
desenvolupats en medi 0-origen BAP10 i BAP20 i en medi IBA5-origen BAP10 i BAP20. Es 
veu una tendència a augmentar el número de fulles en concentracions de reguladors de 
creixement més elevades (10 i 20 µM), tot i que tendeixen a disminuir la seva grandària 
(Taula 24; Figures 21 i 22). 
 
Taula 24: Número de fulles desenvolupades totals segons medi d’ararelament i origen del microbrot (cm)  
 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana 
Error 
estàndard 
Número 
d’observacions 
MEDI 0 MEDI 0 2,20  a 0,39 10 
IBA 5 µM MEDI 0 2,43 ab 0,43 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 5,45 abc 0,58 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 5,38 abc 1,03 8 
IBA 5 µM BAP 10 µM 8,00 cd 1,49 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 7,11 cd 0,82 9 
IBA 5 µM BAP 20 µM 7,00 bcd 1,68 5 
MEDI 0 BAP 20 µM 9,83 d 0,75 6 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Fulles desenvolupades aparentment sanes: 
 
Tot i que, tan sols es pot afirmar que el nombre de fulles desenvolupades aparentment 
sanes és superior en els microbrots desenvolupats en el tractament medi 0-origen medi 0 i 
medi IBA5-origen medi 0, respecte als obtinguts en el tractament medi IBA5-origen BAP5 
(taula 25), si que es detecta una tendència a obtenir més fulles amb certes anomalies en 
funció de la concentració de BAP emprada en els medis de multiplicació (a major 
concentració major nombre fulles afectades). Es van observar abundants números de fulles 
amb puntets negres, ennegrides, pansides o inclús corcades. Es van observar un total de 35 
brots amb almenys una fulla en mal estat, havent perdut en la majoria dels casos una 
mitjana de 3 fulles, i en casos puntuals fins a 12. 
Taula 25: Número de fulles aparentment sanes segons medi d’arrelament i origen del microbrot (FDT: Fulles 
desenvolupades totals; FDAS: Fulles desenvolupades aparentment sanes) 
 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana 
Error 
estàndard 
Número 
observacions 
Diferència entre 
FTD I FDAS 
MEDI 0 MEDI 0 1,60 a 0,43 10 0,60 
IBA 5 µM MEDI 0 1,43 a 0,61 7 1,00 
MEDI 0 BAP 5 µM 4,73 ab 0,62 11 0,72 
IBA 5 µM BAP 5 µM 6,13 b 1,77 8 1,87 
MEDI 0 BAP 10 µM 4,55 ab 0,78 9 2,56 
IBA 5 µM BAP 10 µM 2,5 ab 1,25 8 2,88 
MEDI 0 BAP 20 µM 2,33 ab 0,84 6 7,50 
IBA 5 µM BAP 20 µM 4,00 ab 1,35 5 3,00 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
Efecte de la composició dels medis de cultiu en la regeneració in vitro de Fagopyrum esculentum 
Moench i en el seu contingut en compostos polifenòlics 
 
42 
 
Arrels: 
  
En tots els tractaments es van obtenir microbrots arrelats, igualant o superant en la majoria 
dels casos el 50% d’arrelament. Dels resultats obtinguts es desprèn que  l’IBA no sembla 
que millori l’arrelament dels microbrots (Taula 26). Els percentatges d’arrelament 
corresponents a  aquest assaig són similars als  obtinguts per Klcova i Gubisova (2008), els 
quals utilitzant, també, un medi d’arrelament amb 1/2 MS (solucions de macronutrients a la 
meitat) aconseguiren un percentatge mig d’arrelament inferior al 50%. No es van observar 
arrels amb diferent aspecte segons tractament, presentant en la majoria dels casos arrels 
fasciculades, i en casos més aïllats una arrel principal. Tot i que no s’ha quantificat, també 
es va veure que  les arrels desenvolupades amb IBA 5 µM eren més gruixudes. 
L’anàlisi estadística no presenta cap patró de comportament, havent-hi una diferència 
significativa entre els brots amb el tractament medi 0-origen BAP10 i els brots amb 
tractaments medi IBA5-orígens medi 0 i BAP10 i medi 0-origen BAP20 (Taula 27). 
Taula 26: Percentatge de microbrots arrelats segons medi d’arrelament i origen  
Medi d’arrelament Medi origen Microbrots arrelats % 
MEDI 0 MEDI 0 50 
IBA 5 µM MEDI 0 14 
MEDI 0 BAP 5 µM 55 
IBA 5 µM BAP 5 µM 25 
MEDI 0 BAP 10 µM 55 
IBA 5 µM BAP 10 µM 67 
MEDI 0 BAP 20 µM 50 
IBA 5 µM BAP 20 µM 80 
 
Taula 27: Longitud total de les arrels segons medi d’arrelament i origen dels microbrots  
 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana 
Error 
estàndard 
Número 
d’observacions 
Medi 0 Medi 0 1,23 ab 0,45 10 
IBA 5 µM MEDI 0 0,33 a 0,33 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 0,92 ab 0,30 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 0,95 ab 0,35 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 2,30 b 0,62 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 0,46 a 0,33 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 0,30 a 0,16 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 0,80 ab 0,42 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
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Call: 
 
En aquest cas, es continua mantenint que els microbrots crescuts en el tractament sense 
cap contingut de reguladors de creixement no apareix call, i que el medi utilitzat durant la 
fase de multiplicació sí que ha afectat la formació de call, és a dir, només s’ha produït call 
en els microbrots procedents de medis de multiplicació amb contingut citoquinínic. En 
valors absoluts s’observa que els microbrots amb més formació de call van ser els que 
provenien d’un medi amb concentració BAP 20 µM, tot i que tan sols van haver-hi 
diferències significatives entre els tractaments sense contingut en reguladors de creixement 
i el tractament  formulat per IBA-origen BAP 20 µM (Taula 28). En molts dels casos en el 
tractament de medi control, tot i provenint de medi amb BAP, van perdre el call (Figura 21). 
 
En tots els tractaments on hi havia presència de call es van observar alguns calls ennegrits. 
 
 
Taula 28: Amplada dels calls (cm)  
 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana Error 
estàndard 
Número 
d’observacions 
MEDI 0 MEDI 0 0,00  a 0,00 10 
IBA 5 µM MEDI 0 0,00 a  0 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 0,14 ab 0,07 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 0,25 ab 0,08 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 0,10 ab 0,07 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 0,11 ab 0,06 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 0,32 ab 0,11 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 0,40 b 0,11 5 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
 
Pesos dels microbrots (part aèria i arrels + call): 
 
L’anàlisi estadística només troba diferències significatives, als pesos frescs i secs de la part 
aèria, entre els brots del medi control i medi IBA5 procedents del medi origen BAP5, essent 
el pes major el procedent dels brots arrelats en medi IBA 5-origen BAP5. No indica 
diferències entre la resta de tractaments (Taula 29). 
 
Taula 29: Pes fresc i sec de la part aèria dels microbrots (g)  
 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana Error 
estàndard 
Número 
observacions 
MEDI 0 MEDI 0 0,13 ab 0,03 10 
IBA 5 µM MEDI 0 0,12 ab 0,02 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 0,09 a 0,01 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 0,25 b 0,07 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 0,15 ab 0,02 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 0,16 ab 0,02 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 0,16 ab 0,02 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 0,18 ab 0,04 5 
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Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
L’anàlisi estadística troba diferències significatives, en els pesos frescs i secs de l’arrel + call, 
entre els microbrots procedents d’origen medi 0 i els d’origen amb concentració 20 µM 
BAP, això és degut a que els brots procedents de medi 0 no contenien call, a diferència dels 
brots procedents de medi amb 20 µM BAP on sí hi havia presència de call, i aquest és més 
consistent i pesat que no pas les arrels (Taula 30). 
 
També es troben diferències significatives, en els pesos frescs i secs de l’arrel+call, entre els 
microbrots desenvolupats en medi IBA5-origen BAP20 enfront als microbrots obtinguts en 
medi IBA5-origen BAP5, ja que aquests últims tenen una amplada de call inferior i per tant 
és de suposar que pesarà menys (Taula 30). 
 
Taula 30: Pes fresc i sec (g) part arrel + call. 
 
 
 
 
PSA (pes sec part aèria, g) 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana Error 
estàndard 
Número 
observacions 
MEDI 0 MEDI 0 0,013 ab 0,002 10 
IBA 5 µM MEDI 0 0,017 ab 0,003 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 0,009 a 0,001 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 0,023 b 0,005 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 0,017 ab 0,005 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 0,018 ab 0,003 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 0,015 ab 0,002 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 0,014 ab 0,002 5 
PFARC (pes fresc arrel/call) 
Medi 
arrelament 
Medi origen Mitjana Error estàndard 
Número 
d’observacions 
MEDI 0 MEDI 0 0,02 ab 0,009 10 
IBA 5 µM MEDI 0 0,003 a 0,003 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 0,03 abc 0,008 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 0,02 abc 0,007 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 0,06 abcd 0,02 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 0,07 cd 0,01 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 0,07 bcd 0,01 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 0,1 d 0,02 5 
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Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
La taula 31 mostra la humitat corresponent per a cada tractament. Tot el material vegetal 
conté una humitat similar i per tant no hi ha diferències significatives.  
Taula 31: Anàlisi estadística de la variància, de la humitat (%). 
Les mitjanes que contenen la mateixa lletra no són significativament diferents (P< 5%) 
 
S’ha de tenir en compte que tot l’anàlisi estadística s’ha fet en base al material vegetal 
disponible, que ha sigut insuficient per trobar totes les diferències. 
 
En aquest assaig d’arrelament, s’han descartat un total de 22 brots per mort o no 
desenvolupament en tot l’assaig, en la majoria dels casos per clorosi o no 
desenvolupament, es suposa que per la fitotoxicitat del BAP ja que a més concentració de 
BAP hi hagut major nombre de brots en mal estat. 
 
La figura 21 ens mostra l’aspecte que tenien les plàntules segons el tractament en el medi 
IBA 5 µM segons l’origen, i la figura 22 l’aspecte de les plàntules desenvolupades en el medi 
½ MS 0 segons l’origen de procedència.   
 
S’ha pogut observar l’aparició de microflors en 10 de les plàntules desenvolupades en el 
medi 0, procedents del medi sense BAP i del medi amb concentració 5 µM BAP i en el medi 
IBA 5, procedents del medi 0 i el medi amb concentració de 5 µM BAP (Figures 21 i 22). 
 
 
PSARC (pes sec arrel/call, g) 
Medi nou Medi origen mitjana error estàndard 
Número 
d’observacions 
MEDI 0 MEDI 0 0,0005 a 0,0003 10 
IBA 5 µM MEDI 0 0,0003 a 0,0003 7 
MEDI 0 BAP 5 µM 0,002 a 0,0006 11 
IBA 5 µM BAP 5 µM 0,006 b 0,001 8 
MEDI 0 BAP 10 µM 0,003 ab 0,001 9 
IBA 5 µM BAP 10 µM 0,002 a 0,0006 8 
MEDI 0 BAP 20 µM 0,005 ab 0,002 6 
IBA 5 µM BAP 20 µM 0,007 b 0,001 5 
H (humitat, %) 
Medi 
arrelament 
Medi origen 
Mitjana Error estàndard Número 
d’observacions 
MEDI 0 BAP 5 µM 89,82 a 0,74 11 
MEDI 0 MEDI 0 89,9 a 0,97 10 
MEDI 0 BAP 10 µM 90,89 a 1,51 9 
MEDI 0 BAP 20 µM 91,5 a 1,23 6 
IBA 5 µM MEDI 0 86,86 a 1,1 7 
IBA 5 µM BAP 10 µM 89 a 1,27 8 
IBA 5 µM BAP 5 µM 89,45 a 0,85 8 
IBA 5 µM BAP 20 µM 92,2 a 0,73 5 
Efecte de la composició dels medis de cultiu en la regeneració in vitro de Fagopyrum esculentum 
Moench i en el seu contingut en compostos polifenòlics 
 
46 
 
 
 
4.5  Assaig 5- Determinació de la concentració de compostos 
polifenòlics en material vegetal micropropagat i llavors 
 
En aquest assaig 5, s’ha determinat la concentració de compostos polifenòlics (naringina, 
hesperidina, rutina i quercetina). Recordant que la rutina és un dels compostos beneficiosos 
del fajol.  
En aquesta determinació dels components polifenòlics, s’ha pogut observar que en cap de 
les mostres s’ha detectat presencia ni de naringina ni d’hesperidina. En canvi si que s’ha 
avaluat contingut de rutina i quercetina (Taules 32 - 35).   
En aquesta varietat de cultivar de flor blanca, només es troba contingut en rutina de l’ordre 
de 0,03 mg/L, és a dir uns 0,06 mg rutina/g mostra, valors molt baixos en relació al 
contingut en rutina en la llavor trobats per Brunori et al., (2009) on els seus continguts 
varien entre 51 i 11 mg rutina/100 g mostra en pes sec, segons la varietat de fajol comú. Es 
creu que els valors tan baixos dels nostres resultats, són deguts a la poca trituració de la 
mostra, amb el molinet no s’aconseguia una farina completament homogènia i això ha 
pogut afectar a l’extracció i detecció dels compostos polifenòlics. No es detecta quercetina 
per valors massa baixos del component i no detectables per l’aparell (Taula 32). 
 
 
Figura 22: Plàntules desenvolupades en medi ½ MS 
IBA 5 µM segons l’origen deBAP addicionada. 
Figura 21: Plàntules desenvolupades en medi ½ MS 0 
segons l’origen de BAP addicionada. 
½ MS 5µM IBA 
Origen 0µM BAP 
½ MS 5µM IBA 
Origen BAP 5µM 
½ MS 5µM IBA 
Origen 10µM BAP 
½ MS 5µM IBA 
Origen 20µM BAP 
½ MS 0 
Origen 0µM BAP 
½ MS 0 
Origen 5µM BAP 
½ MS 0 
Origen 10µM BAP 
½ MS 0 
Origen 20µM BAP 
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Taula 32: Mitjana de la concentració de compostos polifenòlics a la llavor. 
 
Detecció UHPLC (mg/L) 
Concentració del component (mg 
component/g mostra seca) 
Rutina  0,64 0,06 
Quercetina  0,00 0,00 
 
 
En el cas de les mostres provinents de l’assaig 3 (apartat 3.5.3), tendeixen a presentar un 
contingut en rutina considerablement més elevat que no pas el de les llavors. En aquest 
assaig sí es va detectar un contingut en quercetina en tots els tractaments exceptuant el 
tractament amb concentració BAP 20 µM. Les concentracions detectades són similars a les 
obtingudes en cultiu de calls per Bowen et al., (1988). 
Tan la rutina com la quercetina tendeixen a tenir uns valors més elevats en el medi 0 sense 
citoquinines, i tendeix a disminuir a mida que augmenta la concentració de BAP. (Taula 33) 
 
Taula 33: Concentració de compostos polifenòlics de les fulles dels microbrots obtingudes en la fase de 
multiplicació (assaig 3) 
Medi de cultiu 
 
Detecció UHPLC (mg/L) 
Concentració del component (mg 
component/g mostra seca) 
Medi 0  
Rutina 9,35 0,94 
Quercetina 41,41 4,14 
BAP  5 µM 
Rutina  12,13 1,21 
Quercetina 0,91 0,09 
BAP 10 µM 
Rutina  4,79 0,48 
Quercetina  0,17 0,02 
BAP 20 µM 
Rutina  3,28 0,33 
Quercetina  0,00 0,00 
 
 
En les següents taules, és difícil fer una valoració dels resultats, ja que a diferència de les 
altres dues taules 32 i 33, on tenim tres rèpliques per cada tractament, en les taules 34 i 35 
només tenim dos rèpliques o en alguns casos una, exceptuant alguns casos, en el que sí es 
van poder realitzar les tres rèpliques. Això va ser degut a la poca quantitat de mostra que es 
va poder obtenir.  
Tot i així, a grans trets, es repeteix que en el tractament amb concentració 20 µM BAP no es 
va detectar quercetina. 
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Taula 34: Concentració de compostos polifenòlics de les fulles dels microbrots de fajol procedents de la fase 
d’arrelament en un medi de cultiu sense  contingut auxínic (assaig 4) 
Origen medi de 
multiplicació 
Detecció UHPLC 
(mg/L) 
Concentració del component (mg 
component/g mostra seca) 
Medi 0 
Rutina 11,69 1,17 
Quercetina 0,15 0,02 
BAP  5 µM 
Rutina  31,64 3,16 
Quercetina 0,90 0,09 
BAP 10 µM 
Rutina  25,60 2,56 
Quercetina  0,30 0,03 
BAP 20 µM 
Rutina  2,22 0,22 
Quercetina  0,00 0,00 
 
Taula 35: Concentració de compostos polifenòlics de les fulles dels microbrots de fajol procedents de la fase 
d’arrelament en un medi de cultiu amb  5µM d’àcid indol-butíric (assaig 4) 
Origen medi de 
multiplicació 
Detecció UHPLC (mg/L) 
Concentració del component (mg 
component/g mostra seca) 
Medi 0 
Rutina 3,90 0,39 
Quercetina 4,58 0,46 
BAP  5 µM 
Rutina  5,00 0,50 
Quercetina 11,50 1,15 
BAP 10 µM 
Rutina  16,39 1,64 
Quercetina   0,41 0,04 
BAP 20 µM 
Rutina  8,80 0,88 
Quercetina  0,00 0,00 
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Conclusions 
 
Les principals conclusions que es desprenen d’aquest  treball són: 
 La varietat de flor blanca respon millor als tractaments de germinació en totes les 
condicions assajades tant in vitro com ex vitro. 
 El contingut citoquinínic afecta el desenvolupament dels microbrots en la fase de 
multiplicació:  
 
 Tots els microbrots cultivats en medi 0 no han desenvolupat call, mentre 
que els que han crescut en tractaments amb BAP en presenten. 
 
o Tots els microbrots desenvolupats en medi 0 han desenvolupat sistema 
radicular en medi de multiplicació, mentre que els que han crescut en 
tractaments amb BAP no ho han fet. 
 
o El tractament citoquinnic no ha representat un increment en la taxa de 
multiplicació viable respecte el medi 0. 
 
o Els microbrots obtinguts amb dosis elevades de BAP (10 i 20 µM) són de 
menor longitud que els desenvolupats en medi 0. 
 
o S’observa per algunes variables un comportament del material vegetal 
diferent entre els dos repicats en la fase de multiplicació (fulles 
desenvolupades totals, taxa de multiplicació total). 
 
 El tractament citoquinínic rebut en la fase de multiplicació afecta la formació 
d’arrels. 
 Tots els medis d’arrelament han generat la formació d’arrels però la presència 
d’IBA no ha representat una millor taxa d’arrelament. 
 Els microbrots arrelats amb IBA han desenvolupat call, així com també ho han fet 
tots els microbrots procedents de medi de multiplicació amb BAP arrelats en medi 
control. 
 El baix número d’observacions que s’han pogut realitzar al llarg dels diferents 
assajos no ha permès poder obtenir resultats més contrastats. 
 Tot i que caldria treballar amb més contingut de mostra per confirmar els 
resultats, sembla que la concentració de polifenols (rutina i quercetina) és més 
elevada en les fulles desenvolupades in vitro que en les llavors i que dosis de 20  
µM BAP redueixen la seva producció, especialment de quercetina. 
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